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Vseobecné informacie

Description Bunky RKO-E6 st bunkovou liniou ludského kolorektalneho karcindmu odvodenou z bunkovej linie RKO
dodatoc¢nou mutagenézou. Tieto bunky sa bezne pouzivajd vo vyskume rakoviny, najma so zameranim na
kolorektalny karcindm. Variant E6 linie RKO ponuka odlisny profil, ktory je uzito¢ny na skimanie G¢inkov
Specifickych genetickych manipuldcii a stidium molekuldrnych mechanizmov tumorigenézy a metastazovania
pri kolorektalnom karcindme. Bunky RKO-E6 sa vyznacuju niekolkymi jedine¢nymi vlastnostami vratane zmien v
génoch suvisiacich s regulaciou bunkového cyklu, apoptézou a drahami opravy DNA. Tieto modifikacie zvysuju
vyuzitelnost bunkovej linie na skimanie biologickych tcinkov utlmenia alebo nadmernej expresie génov v
kontexte kolorektalneho karcindmu. Bunky RKO-E6 sa napriklad vyuzivajd na Stadium vplyvu nadorovych
supresorovych génov a onkogénov na spravanie rakovinovych buniek vratane proliferacie, invazie a rezistencie
na chemoterapeutika. Bunky RKO-E6 st okrem toho uZito¢né v stidiach zameranych na pochopenie bunkovych
reakcii na environmentalne stresory, ako je oxida¢ny stres a latky poskodzujiice DNA, ktoré su relevantné pre
patogenézu a progresiu kolorektalneho karcindmu. Ich robustné rastové charakteristiky a geneticka stabilita z
nich robia cenny model pre vysoko vykonné skriningové testy na hodnotenie G¢innosti novych protinddorovych
zlGcéenin. Celkovo mozno povedat, Ze bunky RKO-E6 predstavuju doleZity model na rozsirenie nasich poznatkov
o bioldgii kolorektalneho karcindmu a na vyvoj a testovanie novych terapeutickych stratégii zameranych na toto
rozsirené a Casto smrtelné ochorenie.

Organism Ludské

Tissue Colon

Disease Karcindm hrubého &reva

Synonyms RKOE6
Charakteristika

Morphology Epitelové

Growth Adherent

properties

¢, &

Regulacne udaje

Citation RKO-E6 (katal6gové &islo Cytion 305135)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3787
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GMO Status GMO-S1: Tato linia ludskych buniek kolorektalneho karcindmu (RKO-E6) obsahuje plazmid kddujuci
HPV-16 E6 pod kontrolou prométora CMV, pripadne vratane sekvencii CMV a HPV-6, ¢o umoziiuje Stidie
transformacie zavislej od E6. Konstrukt je stabilne integrovany. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a
moZe sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouZzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, priCom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Split ratio 1:2a71:4

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az -196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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